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RESUMO 1 
Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP) é o distúrbio de fertilidade mais comum em mulheres. 2 
É caracterizada por hiperandrogenismo sérico ou clínico, oligo/anovulação e presença de cistos 3 
nos ovários; ainda que um fenótipo de síndrome metabólica também parece ser necessário. A 4 
ampla heterogeneidade de seus fatores de risco tem colocado a etiologia da SOP no foco de 5 
intensa investigação científica, especialmente porque há uma falta de modelos experimentais 6 
que reproduzam fenótipos encontrados em mulheres. Portanto, no presente trabalho, revisitamos 7 
o modelo de obesidade neuroendócrina clássica induzida por L-glutamato monossódico (MSG) 8 
e o propomos como um novo modelo para estudos sobre a fisiopatologia da SOP. Para tanto, 9 
injetou-se MSG (4 g/kg/dia) ou solução salina equiosmolar (CTR) por via subcutânea em ratas 10 
recém-nascidas, a cada dois dias, até o 10˚ dia pós-natal. No 60˚ dia pós-natal, o ciclo estral 11 
passou a ser avaliado por esfregaços vaginais duas vezes ao dia, durante 15 dias. Em seguida, os 12 
animais foram sacrificados na fase estro para coleta de sangue e órgãos. Quando comparadas 13 
com o CTR, ratas MSG tinham Índice de Lee aumentado, acúmulo de gordura retroperitoneal e 14 
visceral, bem como hipertrofia dos adipócitos viscerais. Estas eram, ainda, dislipidêmicas, mas 15 
não apresentaram hiperglicemia ou hiperandrogenemia. Ratas MSG demonstraram ser 16 
oligocíclicos e obtiveram uma diminuição de  50% na contagem de oócitos quando comparadas 17 
com CTR. Notavelmente, ratas MSG exibiram 06 vezes mais cistos foliculares no ovário, 18 
juntamente com maior número de folículos totais, primordiais e atrésicos. A análise 19 
imunohistoquímica constatou que ratas MSG tiveram um acréscimo de 04 vezes na coloração de 20 
hormônio anti-mülleriano em folículos antrais. Em suma, os dados aqui apresentados 21 
caracterizam o modelo de obesidade MSG como um modelo acessível e fácil manutenção para 22 
estudar vias metabólicas na fisiopatologia da SOP em ratas jovens. 23 
 24 
Palaras-Chave: L-Monossódio glutamato. Obesidade hipotalâmica. Síndrome metabólica. 25 

Síndrome dos ovários policísticos. Fisiopatologia. 26 
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ABSTRACT 27 
Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most common fertility disorder in women. It is 28 
clinically characterized by hyperandrogenism, oligo/anovulation, and polycystic ovarian 29 
morphology; albeit a metabolic syndrome phenotype seems also to be required. The broad 30 
heterogeneity of its risk factors has kept PCOS etiology under intense research, especially 31 
because there is a lack of experimental models that fulfill human PCOS mechanisms. Therefore, 32 
in the present work we revisited the classical neuroendocrine obesity model induced by 33 
monosodium L-glutamate (MSG) and characterized it as a new potential model for PCOS 34 
pathophysiology studies. Newborn female rats were subcutaneously injected with MSG 35 
(4g/kg/day) or equiosmolar saline (CTR) every two days up to 10th postnatal day. On postnatal 36 
day 60, estrous cycle started to be evaluated by vaginal smears twice a day for 15 days. Then, 37 
animals were euthanized on estrous phase for blood and organs collection. When compared to 38 
CTR, MSG rats had increased Lee Index, retroperitoneal and visceral fat pads accumulation, as 39 
well as visceral adipocyte hypertrophy. They were dyslipidemic but did not exhibit 40 
hyperglycemia or hyperandrogenemia. MSG rats were oligocyclic and had a 2-fold decrease on 41 
oocyte count. Noteworthy, MSG rats had a 6-fold increase on ovarian follicular cysts, along 42 
with higher number of total, primordial and atretic follicles. Immunohistochemical analysis 43 
showed MSG rats had a 4-fold increase of anti-Müllerian hormone staining on antral follicles. 44 
Together, data herein presented characterize MSG obesity model as an affordable and easy-to-45 
do model to study metabolic pathways underlying PCOS in young rats. 46 
 47 
Key-words: Monosodium L-glutamate. Hypothalamic obesity. Metabolic syndrome. Polycystic 48 

ovary syndrome. Pathophysiology. 49 
 50 
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INTRODUÇÃO 51 
A síndrome dos ovários policísticos (SOP) é o distúrbio de fertilidade mais comum em 52 

mulheres, afetando 6-15% destas durante a idade reprodutiva em todo o mundo [1]. De acordo 53 
com o Consenso de Rotterdam, diagnostica-se SOP pela presença de pelo menos dois dos 54 
seguintes critérios: hiperandrogenismo sérico ou clínico, oligo/anovulação crônica e ovários 55 
policísticos visualizados por ultrassom [2-5]. Ainda que não faça parte dos critérios 56 
diagnósticos, evidências da última década têm demonstrado intrínseca relação entre SOP e 57 
distúrbios metabólicos, como obesidade, dislipidemia, resistência à insulina e diabetes tipo 2 [6-58 
9]. Além disso, etnia e herança genética também desempenham um papel na patogênese desta 59 
síndrome [10]. Assim, devido à grande heterogeneidade de seus fatores de risco e co-60 
morbidades, a etiologia da SOP é mal compreendida e continua a ser uma questão de intensa 61 
pesquisa. 62 

Um número de modelos animais, variando a partir de ratos a macacos rhesus, 63 
replicaram muitas das características fenotípicas da SOP em humanos [11-13]. Por exemplo, a 64 
indução de SOP em ovelhas e macacas apresenta diversas características em comum às 65 
mulheres, possivelmente devido a mecanismo reprodutivo semelhante [13-15]. No entanto, estes 66 
modelos são muito caros e inviáveis para estudos baseados em manipulações genéticas. Por 67 
outro lado, os roedores são mais adequados para estudar as consequências de insultos 68 
fetais/perinatais, dado o seu curto tempo de vida, ciclo estral, poliovulação, facilidade de 69 
manuseio e acessibilidade [16]. Em uma recente revisão, Walters e colaboradores [16] reuniram 70 
e compararam todos os modelos de SOP em roedores. A maioria destes modelos baseia-se em 71 
tratamentos a longo prazo com hormônios sexuais, seus agonistas ou antagonistas, bem como 72 
modelos geneticamente modificados. Isto dificulta a popularização de tais modelos, pois 73 
possuem alto custo-benefício e dependem de tecnologia de ponta. Depois de delinear as suas 74 
vantagens e desvantagens, Walters e colaboradores concluíram que nenhum modelo mimetiza 75 
totalmente a complexidade desta desordem clínica, tornando aconselhável o uso de mais de um 76 
modelo para o progresso eficaz na compreensão da etiologia da SOP. 77 
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O modelo de obesidade induzido por L-glutamato monossódico (MSG) fora proposto 78 
pela primeira vez por JW Olney, que descrevera as consequências metabólicas de injeções 79 
subcutâneas de MSG em ratos [17] e macacos [18] recém-nascidos. O MSG promove 80 
neurotoxicidade específica no núcleo arqueado e eminência mediana do hipotálamo [17, 18], 81 
diminuindo a liberação do hormônio liberador do hormônio de crescimento (GHRH). 82 
Consequentemente, há prejuízo na secreção pulsátil do hormônio do crescimento (GH) por 83 
somatossomos da hipófise anterior [19] e diminuição da concentração do fator de crescimento 84 
similar à insulina 1 (IGF-1) em tecidos hepáticos e ósseos [20]. Não obstante, estes animais 85 
também exibem um desequilíbrio do sistema nervoso autônomo, caracterizado por elevado 86 
tônus parassimpático vs tônus simpático diminuído [21]. Assim, os roedores MSG em idade 87 
adulta exibem diminuição do crescimento, obesidade, acúmulo de gordura, dislipidemia, 88 
hiperleptinemia, hiperinsulinemia e resistência à insulina [22-26]. 89 

Além de repercussões metabólicas, foi demonstrado que a administração de MSG reduz 90 
a capacidade reprodutiva em roedores machos e fêmeas [27]. Em seu relatório inaugural, Olney 91 
já havia sugerido que camundongos fêmeas MSG fossem estéreis [17], enquanto estudos 92 
posteriores evidenciaram peso ovariano reduzido [28], ciclo estral alongado [29, 30], puberdade 93 
tardia [ 31] e redução da fertilidade [32]. Outros analisaram a morfologia do ovário de roedores 94 
MSG, sem resultados conclusivos. Sasaki e Sano [33] relataram aumento da atresia folicular 95 
ovariana e ausência de corpo lúteo, enquanto Bojanić e colaboradores [34] encontraram muitos 96 
folículos ovarianos atrésicos, com degeneração cística indefinida em ratas MSG. Recentemente, 97 
foi demonstrado que ratas MSG com 75 dias apresentaram aumento do número de folículos 98 
primários, porém sem detalhamento adicional por parte dos autores [35]. 99 

Ainda que haja estudos sobre a morfologia do ovário de roedoras MSG, não parece 100 
haver uma análise profunda destas características. De forma que até o presente momento não há 101 
relatos que demonstrem envolvimento destas disfunções reprodutivas presentes nas ratas MSG 102 
com o desenvolvimento da SOP e suas consequências. Portanto, no presente estudo buscou-se 103 
obter novas perspectivas sobre os parâmetros metabólicos e reprodutivos de ratas MSG, em uma 104 
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tentativa de propor este clássico modelo de obesidade como uma nova ferramenta para 105 
investigar a etiologia e possíveis tratamentos da SOP no contexto da síndrome metabólica. 106 

MATERIAIS E MÉTODOS 107 
Animais e tratamento 108 

Ratas Wistar prenhas foram fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal 109 
do Maranhão, São Luís - MA, Brasil. Após o parto, ratas recém-nascidas foram usadas neste 110 
estudo. Todos os animais foram mantidos num ciclo de luz-escuro de 12 horas (luzes ligadas de 111 
06:00 a 18:00), temperatura controlada de 22-24ºC, com acesso a água e comida ad libitum, em 112 
gaiolas com não mais do que quatro animais. Todos os procedimentos foram realizados com a 113 
permissão do comitê de ética local, em conformidade com as regras estabelecidas pelo Conselho 114 
Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA (parecer consubstanciado n° 115 
016/13). 116 
Procedimento de estudo 117 

Injetou-se L-glutamato monossódico (4 g / kg / dia; SIGMA, Saint Louis, MO, EUA; 118 
grupo MSG n = 7) ou soro fisiológico equiosmolar (grupo CTR n = 8), por via subcutânea, em 119 
dias alternados, de 2 a 10 dias de vida [17]. Os animais foram desmamados aos 21 dias de vida. 120 
No 60˚ dia de vida, o Índice de Lee ([peso corporal 1/3 (g) / comprimento naso-anal (cm)] × 121 
1000) [36] fora realizado para avaliação do desenvolvimento da obesidade, além de realizar o 122 
esfregaço vaginal duas vezes ao dia para verificar a ciclicidade estral. Aos 73 dias de vida, todos 123 
os animais foram mantidos em jejum por 8 horas para a coleta de sangue capilar da cauda para a 124 
medição da glicemia (teste tira Accu-check Active®; Roche Diagnostic System, Branchburg, 125 
NJ, Alemanha), ao passo que a trigliceridemia e colesterolemia foram determinadas por kits de 126 
ensaio de espectrofotometria (Labtest®, Lagoa Nova, MG, Brasil). O índice TyG (ln [(glicemia 127 
(mg / dL) × trigliceridemia (mg / dL)) / 2]) foi calculado  para rastrear resistência à insulina 128 
[37]. Todos os ratos foram sacrificados na fase estro do ciclo estral, entre 75 e 80 dias de vida. 129 
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No dia do sacrifício, o Índice de Lee fora refeito e os animais foram anestesiados com cetamina 130 
(70mg / kg) e xilazina (10mg / kg) (Syntec®, Cotia, SP, Brasil). Coletou-se sangue por punção 131 
aórtica, que então fora centrifugado e o soro estocado a -20ºC até a análise. Pesou-se ovários, 132 
útero e gorduras retroperitoneal e gonadal (visceral). Tubas uterinas foram coletadas 133 
bilateralmente para análise em microscópio óptico. Os ovários e gordura anexa a este órgão 134 
foram fixadas em paraformaldeído a 4% durante 24 horas, em seguida mantidos em álcool a 135 
70% para posterior processamento histológico. 136 
Avaliação do ciclo estral 137 

Avaliou-se o ciclo estral através de lavados vaginais coletados duas vezes ao dia durante 138 
pelo menos 15 dias consecutivos, como previamente descrito [38]. Ciclos regulares seguiram a 139 
sequência: 1-2 observações em proestro, 1-4 observações em estro, 1-4 observações em 140 
metaestro e 1-4 observações em diestro. Ciclos que não seguiram estritamente a sequência 141 
acima foram considerados irregulares. 142 
Contagem de oócitos 143 

Após o sacrifício, tubas uterinas foram coletadas, embebidas em solução salina e, em 144 
seguida, esmagadas entre duas lâminas de vidro para análise em microscópio óptico. O número 145 
de oócitos em cada oviduto fora contado por pelo menos dois investigadores em duplo cego e a 146 
soma das duas trompas foi considerada para cada animal, como descrito anteriormente [39]. 147 
 148 
Morfologia ovariana 149 

Após a fixação em paraformaldeído e estocagem em álcool 70%, o ovário direito foi 150 
incluído em parafina e cortado em secções de 4 μm. Os cortes foram corados com hematoxilina-151 
eosina (HE) e deu-se um espaçamento de 11 cortes entre as análises. Tendo em vista que o 152 
diâmetro médio de um oócito é de cerca de 20-30 μm, ao analisar cada 11 cortes, assegura-se 153 
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uma distância de 44 μm,  o que impede a múltipla contagem de um mesmo folículo. Apenas os 154 
folículos que continham um oócito foram considerados. Os folículos foram classificados de 155 
acordo com Hirshfield e Midgley [40]: folículos primordiais consistiram em uma camada de 156 
células achatadas da granulosa em torno de um oócito; folículos primários tinham uma camada 157 
de células cuboides da granulosa; folículos secundários continham um oócito rodeado por mais 158 
de uma camada de células da granulosa e sem antro; folículos antrais apresentavam um oócito 159 
rodeado por várias camadas de células da granulosa e continham um ou mais espaços antrais – 160 
cumulus oophorus e camada teca também estavam presentes em alguns folículos antrais. 161 
Considerou-se saudável todo folículo sem deformação nas camadas de células granulosas ou 162 
teca ou núcleos picnóticos. Folículos atrésicos foram caracterizados pelo encolhimento ou 163 
colapso de suas camadas, falta do oócito ou apresentando células da granulosa com pelo menos 164 
dois núcleos picnóticos [41-44]. Folículos císticos foram considerados grandes cistos, cheios de 165 
liquido, com fina camada de células da granulosa (1-4 camadas) e camada da teca espessa [41, 166 
43, 45, 46]. 167 
Imunohistoquímica 168 

Para a coloração de imunohistoquímica foram utilizadas laminas com 3-169 
aminopropiltrietoxissilano (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Os cortes foram 170 
desparafinados, bloqueados para a atividade da peroxidase endógena, lavados com PBS e 171 
imersos em tampão de citrato a 90ºC. As lâminas foram lavadas novamente com PBS e 172 
bloqueadas para ligações não específicas em tampão de fosfato-albumina 5%. Em seguida, o 173 
anticorpo primário para o hormônio anti-mülleriano (AMH) (R and D, Minneapolis, MN, EUA) 174 
foi incubado em diluição de 1:400 a 4ºC durante a noite. No dia seguinte as lâminas foram 175 
lavadas em PBS, incubadas durante 30 minutos em temperatura ambiente com complexo de 176 
estreptavidina-peroxidase de biotina (biotina avidina, diluídas a 1:50 em PBS; Vector 177 
Laboratories, Burlington, ON, Canadá) e lavadas novamente com PBS. Ativou-se a atividade da 178 
peroxidase com 3,tetracloridrato de 3-diaminobenzidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 179 
em água destilada e 0,03% de H2O2. Após uma lavagem final com PBS, todas as secções foram 180 
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contrastadas com hematoxilina por 12 segundos. Três cortes seriados foram corados e 181 
analisados por animal. Dividiu-se os folículos em pré-antrais (primordial, primário e 182 
secundário) e antrais. O percentual da área do folículo corada com AMH foi calculado através 183 
do software ImageJ 1.48v (Institutos Nacionais de Saúde, EUA http: //imagej.nih.gov.ij). 184 
Medição da área de adipócitos 185 

A gordura gonadal fora processada em conjunto com o ovário direito em cortes de 4μm. 186 
Pelo menos 97 adipócitos foram analisados de cada animal, em 3-6 campos. Todos os cortes 187 
continham pelo menos 100 μm de distância caso fosse necessário analisar mais de um corte. 188 
Esta distância preveniu a múltipla análise do mesmo adipócito. As fotomicrografias foram 189 
obtidas com uma ampliação de 200X. A área de adipócitos fora calculada utilizando o software 190 
AxionVision (AxioVs40x64 V 4.9.1.0, Carl Zeiss Microscopia GmBH). Posteriormente, a 191 
frequência de adipócitos por classe de tamanho semelhante, com intervalos de 500 μm², fora 192 
calculada. 193 
Dosagem de hormônios sexuais séricos 194 

Os hormônios foram extraídos a partir de soro, antes do ensaio. Para tanto, o soro fora 195 
descongelado em gelo para evitar picos de temperatura e degradação molecular. Em seguida, 196 
adicionou-se éter etílico na proporção de 5:1 com a amostra e misturou-se bem. Esta mistura 197 
fora centrifugada a 1000 × g durante 3 minutos para separar as fases. A camada superior (éter) 198 
fora então coletada e armazenada em um tubo limpo, sendo esta etapa repetida duas vezes para 199 
extração ótima. Correu-se a curva de precisão e encontrou-se um valor de coeficiente de r²> 200 
0,96. Todas as dosagens foram medidas no mesmo dia. Para determinar as concentrações de 201 
estradiol e de testosterona, kits comerciais foram utilizados (Roche Diagnostics GmbH, 202 
Manheim, Alemanha). 203 
Análise estatística 204 
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Os resultados são expressos como média ± EPM nas tabelas e todos os gráficos são 205 
apresentados como gráficos de box-plot, em que a caixa contém os percentis 25˚ e 75˚ e a linha 206 
do meio é considerada como percentil 50 (mediana). Os traços indicam os valores superiores e 207 
inferiores não classificados como outliners. Teste t de Student fora utilizado para os dados 208 
acima referidos. Qui-quadrado fora utilizado na análise de folículo onde aparece percentual no 209 
lugar de folículo por seção. As diferenças foram consideradas significativas para P <0,05. 210 

RESULTADOS 211 
Perfil metabólico e morfométrico 212 

Classicamente, injeções neonatais de MSG em roedores recém-nascidos causam danos 213 
no hipotálamo, especialmente no núcleo arqueado e eminência mediana, resultando em 214 
diminuição da secreção de GH e desequilíbrio autonômico caracterizado por baixo tônus 215 
simpático versus alto tônus parassimpático [17, 19, 21]. Para assegurar a confiabilidade deste 216 
modelo, parâmetros morfométricos metabólicos foram medidos aos 75 dias de vida em ambos 217 
os grupos (Tabela 1). O peso corporal não diferiu entre os grupos, mas os animais MSG 218 
mostraram-se mais curtos do que os CTR, o que contribuiu para a elevação de seus Índices de 219 
Lee. Além disso, as ratas MSG apresentaram acúmulo de tecido adiposo. Especificamente, 220 
houve acréscimo de quase 3 vezes nos depósitos de gordura retroperitoneal, enquanto os 221 
depósitos de gordura visceral exibiram aumento de 3,5 vezes em relação às CTR. Curiosamente, 222 
ratas MSG apresentaram tanto útero quanto ovários mais leves, provavelmente devido à 223 
diminuição dos níveis circulantes de GH. A avaliação dos parâmetros bioquímicos séricos 224 
mostraram ratas MSG com glicemia menor e hipertrigliceridemia, apesar de não haver diferença 225 
na colesterolemia. A resistência à insulina foi estimada pelo cálculo do índice TyG, que não 226 
mostrou diferença entre os grupos. Tomados em conjunto, estes resultados reforçam que nossas 227 
ratas MSG eram obesas e portadoras de síndrome metabólica aos 75 dias de idade. 228 

 229 
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Tabela 1: Parâmetros morfométricos e bioquímicos séricos de ratas CTR e MSG 230 
 CTR MSG 

Parâmetros morfométricos   

Peso (g) 166.40 ± 3.45 158.00 ± 3.70 

Comprimento naso-anal (cm)   17.70 ± 0.12   16.03 ± 0.22** 

Índice de Lee ((g1/3/cm)1000) 310.60 ± 1.71 337.30 ± 2.99** 

Gordura Retroperitoneal (g/100g)     1.08 ± 0.17     2.84 ± 0.26** 

Gordura Visceral (g/100g)     1.08 ± 0.18     3.67 ± 0.33** 

Útero (g/100g)     0.34 ± 0.02     0.20 ± 0.02** 

Ovários (mg/100g)     0.15 ± 0.01     0.07 ± 0.00** 

Parâmetros metabólicos   

Colesterolemia (mg/dL)   53.11 ± 3.06   59.30 ± 2.04 

Glicemia (mg/dL) 111.00 ± 1.98   92.86 ± 3.59** 

Trigliceridemia (mg/dL)   75.53 ± 8.07 106.80 ± 8.17* 

Índice TyG a     8.28 ± 0.12     8.48 ± 0.10 

Resultados são o valor médio ± EPM de n=5-7. *p< 0,05, **p< 0,001 versus CTR 231 
a ln (glicemia jejum (mg/dL)  trigliceredemia jejum (mg/dL)/2) 232 

 233 
Para melhor caracterizar os efeitos de distúrbios metabólicos no meio periovariano, 234 

analisou-se a gordura aderida ao ovário sob microscopia de luz. Painéis A e B da Figura 1 235 
mostram cortes de gordura coradas por HE para CTR e MSG, respectivamente. A mensuração 236 
da área média dos adipócitos de ratas MSG revelou aumento de duas vezes em comparação com 237 
animais CTR (CTR 1551 ± 223,70 vs MSG 3632 ± 32,73 µm2, p<0,001; Figura 1C). Digno de 238 
nota, a análise da distribuição morfométrica dos adipócitos juntamente com a sua área indicou 239 
que os animais MSG tinham aumento da frequência de adipócitos grandes, deslocando a curva 240 
para a direita (Figura 1D). Estes achados reiteram um desequilíbrio nos aspectos metabólicos 241 
das ratas MSG, que, por sua vez, poderia interferir no microambiente ovariano e em suas 242 
funções reprodutivas. 243 
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244 
Figura 1. Aumento da área de adipócitos periovarianos em ratas obesas MSG.  Secções A e 245 
B são representativas de gordura periovariana corada com HE; animais CTR (A, n = 5) e MSG 246 
(B, n = 4). C. A média da área de adipócitos, demonstrada pelo gráfico em box-plot, ilustra a 247 
mediana (linha central) e os percentis 25 (limite inferior) e 75 (limite superior) de pelo menos 248 
97 adipócitos por animal. D. Gráfico com a frequência de distribuição por área de adipócitos 249 
CTR (círculos abertos) e MSG (círculos preenchidos). *** P <0,001 vs CTR pelo teste t de 250 
Student. 251 
Ciclicidade, ovulação e morfologia ovariana 252 

A síndrome metabólica está intimamente associada com distúrbios reprodutivos que 253 
concorrem na SOP, tanto em mulheres quanto em roedoras. Tipicamente, os animais CTR 254 
mostraram ciclos regulares de 4-5 dias, ao passo que os MSG eram oligocíclicos, com menos 255 
progressão de proestro a estro e fases metaestro-diestro alongadas (Figura 2A). A ovulação foi 256 
avaliada por contagem de oócito ex vivo, a fresco. As ratas MSG mostraram uma diminuição de 257 
duas vezes na contagem de oócitos em comparação com as CTR (CTR 11,57 ± 0,37 vs 5,57 ± 258 
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0,20 MSG, p <0,001; Figura 2B). Estas alterações reprodutivas em animais MSG se refletem, 259 
ainda, sobre a morfologia de seus ovários, em que houve visivelmente, aumento no número de 260 
cistos foliculares em comparação com o grupo CTR (Figura 2C e D). 261 

262 
Figura 2. Ciclo estral, ovulação e histologia ovariana de animais CTR e MSG. A. Padrão do 263 
ciclo estral representativo de CTR (topo) e MSG (parte inferior) avaliados através de lavados 264 
vaginais, onde: P, proestro; E, estro; M, metaestro; D, diestro. B. Gráfico de box-lot expondo 265 
análise ex vivo de oócitos após a ovulação de ratas CTR e MSG, sendo a mediana (linha central) 266 
e os percentis 25 (limite inferior) e 75 (limite superior). C e D. Cortes representativos de ovário 267 
CTR (C) e MSG (D) corados com HE; asteriscos (*) em D indicam cistos foliculares. *** P 268 
<0,001 vs CTR pelo teste t de Student. n = 7 por grupo. 269 

Para pormenorizar a morfologia dos folículos ovarianos, a análise quantitativa e 270 
qualitativa foi realizada sob microscopia de luz. A fim de evitar um viés, o número médio de 271 
folículos foi derivado a partir do número total de folículos dividido pelo número de cortes 272 
analisados. Animais MSG tiveram um espantoso aumento de 06 vezes em cistos foliculares 273 
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(CTR 0,16 ± 0,07 vs 0,90 ± 0,11 MSG, p<0,01; Figura 3A), o que apoia fortemente o 274 
diagnóstico de SOP. Animais MSG também demonstraram elevação no número de folículos por 275 
corte, saudáveis e atrésicos, com excesso de folículos primordiais quando comparado aos CTR 276 
(CTR 11,24 ± 2,27 vs 16,69 ± 0,99 MSG, p<0,05; Figura 3B; CTR 7,17 ± 1,68 vs 11,82 MSG ± 277 
0,73, p<0,05; figura 3C). Além disso, MSG teve um aumento de duas vezes em folículos totais e 278 
secundários atrésicos (CTR 0,62 ± 0,13 vs 1,81 ± 0,38 MSG, p<0,05; Figura 3D; CTR 0,20 ± 279 
0,06 vs 0,84 ± 0,18 MSG, p<0,05; Figura 3E) . Considerando que não encontramos aumento 280 
significativo nos folículos antrais atrésicos por corte, animais MSG possuíam 40% mais 281 
folículos antrais atrésicos em comparação com os CTR (Figura 3F e inserção). 282 

283 
Figura 3. Análise histológica quantitativa de alterações ovarianas em ratas MSG. A a F. 284 
Cortes histológicos de ovários de ratas CTR (n = 4) e MSG (n = 5). Corou-se cada 11˚ seção 285 
com HE para a contagem de folículos ovarianos. Folículos médios por seção de ratas CTR e 286 
MSG estão exibidos nos gráficos box-plot pela mediana (linha central) e os percentis 25 (limite 287 
inferior) e 75 (limite superior). O inserto em F mostra a correlação de folículos antrais atrésicos 288 
entre ratas CTR e MSG. * P <0,05 vs CTR; ** P <0,01 vs CTR analisados por teste t de student 289 
e qui-quadrado apenas no inserto. 290 
 291 
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Além de mudanças típicas na morfologia ovariana, ratas MSG exibiram peculiaridades 292 
que não foram percebidas nas CTR. Especificamente, alguns ovários MSG continham folículos 293 
atrésicos primários (Figura 4A e B), o que retrata severa lesão degenerativa em um estágio 294 
inicial de desenvolvimento do folículo. Notou-se que muitos animais MSG apresentavam áreas 295 
de folículos primordiais densamente compactados, denotadas de ninhos de folículos primordiais 296 
(Figura 3C e D). Todos estes dados corroboram com alterações encontradas em outros modelos 297 
experimentais de SOP [16] e são sugestivos de uma associação intrínseca entre a síndrome 298 
metabólica induzida por MSG e disfunções reprodutivas. 299 

300 
Figura 4. Alterações ovarianas qualitativas observadas em ratas MSG. As secções 301 
representativas de ovários MSG corados por HE e que ilustram algumas alterações peculiares. 302 
A. Folículo antral atrésico com antro degenerado, infiltração da granulosa e núcleos picnóticos. 303 
B. Zoom em um folículo primário atrésicos, com camada de células da granulosa e oócito 304 
degenerados. C. Ninho de folículos primordiais, visto em magnificação de 100x. D. Zoom de C 305 
destacando folículos primordiais (setas) que formam um ninho. 306 

B. A.

D. C.
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 307 
Perfil dos hormônios sexuais 308 

Como o hiperandrogenismo está intimamente relacionado com a fisiopatologia da SOP, 309 
avaliamos as concentrações séricas de testosterona e estradiol. Segundo a Tabela 2, as ratas 310 
MSG tinham níveis semelhantes de testosterona e estradiol séricos, quando comparadas às CTR. 311 
Além disso, a relação testosterona/estradiol não apresentou diferença entre os grupos. Apesar da 312 
ausência de alterações nas dosagens de hormônios sexuais, sabe-se que a SOP pode ocorrer sem 313 
hiperandrogenismo [2]. 314 
Tabela 2: Níveis séricos de hormônios sexuais em animais CTR e MSG 315 
 CTR MSG 

Hormônios sexuais   

Testosterona (ng/mL) 15.82 ± 0.66 15.15 ± 1.30 

Estradiol (pg/mL) 14.23 ± 1.36 15.63 ± 2.46 

Relação Testosterona/Estradiol   1.14 ± 0.11   1.06 ± 0.16 

Resultados são o valor médio ± EPM de n=4-6. 316 
 317 
Imunohistoquímica com AMH 318 

Uma vez que a hipersecreção do AMH pelas células da granulosa tem sido associada 319 
com a SOP, tanto em mulheres e roedoras, realizamos a imunohistoquímica para este hormônio 320 
no ovário. Os dados na Figura 5 mostram aumento de coloração do AMH em ovários MSG, em 321 
comparação com os CTR (Figura 5A-D). A análise quantitativa não evidenciou diferença no 322 
percentual de coloração entre folículos pré-antrais (Figura 5E). Curiosamente, havia um 323 
aumento de 04 vezes na coloração de AMH em folículos antrais de ratas MSG (CTR 2,07 ± 324 
0,59 vs 9,43 ± 2,06 MSG, p<0,01; Figura 5F). Apesar do aumento da coloração em folículos 325 
antrais, não houve diferença significativa na coloração dos folículos totais (Figura 5G), o que 326 
pode estar relacionado à maior prevalência de folículos pré-antrais em oposição aos antrais. Em 327 
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conjunto, estes dados apontam para uma desregulação na camada de células da granulosa, com a 328 
maturação dos folículos ovarianos interrompida em ovários MSG. 329 

330 
Figura 5. Coloração imunohistoquímica do hormônio anti-mülleriano (AMH) em ovários 331 
de ratas CTR e MSG. Seções de ovários CTR (n = 5) e MSG (n = 4) foram submetidas a 332 
marcação com anticorpo para AMH e analisados três cortes seriados por animal. A a D. Secções 333 
representativas de folículos pré-antrais e antrais imunolocalizados para AMH são mostrados 334 
para CTR (A e B) e MSG (C e D), respectivamente. E a G. Percentual de coloração por AMH 335 
em folículos pré-antrais (E), antrais (F) e totais (G); este percentual é demonstrado por gráfico 336 
de box-plot, tendo mediana (linha central) e percentis 25 (limite inferior) e 75 (limite superior). 337 
** P <0,01 vs CTR pelo teste t de Student. 338 

DISCUSSÃO 339 
O presente relatório evidenciou que injeções subcutâneas de MSG em ratas recém-340 

nascidas produziu um fenótipo de obesidade de SOP tão cedo quanto 75 dias de vida, 341 

A. B.

C. D.

C
T

R

Folículos pré-antrais

CTR MSG

0

5

10

15

M
a
rc

a
ç
ã
o

 d
e
 A

M
H

(%
 d

a
 á

re
a

 t
o

ta
l 

d
o

 f
o

lí
c

u
lo

)

Folículos antrais

CTR MSG

0

4

8

12

16 **

M
a
rc

a
ç
ã
o

 d
e
 A

M
H

(%
 d

a
 á

re
a

 t
o

ta
l 

d
o

 f
o

lí
c

u
lo

)

Total de folículos

CTR MSG

0

5

10

15
M

a
rc

a
ç
ã
o

 d
e
 A

M
H

(%
 d

a
 á

re
a

 t
o

ta
l 

d
o

 f
o

lí
c

u
lo

)

E F G

M
SG



24 
 

assemelhando-se  às características encontradas em mulheres. Ratas obesas MSG exibiram 342 
hipertrigliceridemia, hipertrofia dos adipócitos viscerais, ciclo estral irregular, cistos foliculares 343 
no ovário e folículos ovarianos atrésicos. Além disso, este modelo apresentou aumentada 344 
coloração de AMH em folículos antrais e aumento da quantidade de folículos primordiais. Por 345 
outro lado, os níveis séricos de hormônios sexuais, especialmente testosterona, não foram 346 
afetados. Dada a ausência de hiperandrogenismo, ratas MSG revelam-se um modelo acessível e 347 
de fácil manutenção para estudar os mecanismos metabólicos na fisiopatologia da SOP em 348 
animais jovens. 349 

Distúrbios metabólicos são altamente prevalentes entre mulheres com diagnóstico de 350 
SOP e desempenham um papel importante na fisiopatologia desta síndrome. De fato, 38-88% 351 
das mulheres com SOP são obesas [47, 48] ao passo que 50-70% têm resistência à insulina [49-352 
51]. Além disso, a obesidade tem sido associada a sintomas de SOP mais graves, enquanto que 353 
tratamentos direcionados para perda de peso, tais como drogas e exercício, melhoram 354 
significativamente os parâmetros reprodutivos [52]. Inúmeros mecanismos correlacionando 355 
obesidade e SOP têm sido propostos; um dos quais consiste em insulina sérica elevada devido 356 
ao aumento da deposição de gordura, hipertrigliceridemia e/ou resistência à insulina. É 357 
importante notar que a hiperinsulinemia tem sido proposta como ente causador de SOP e a 358 
ocorrência de hiperinsulinemia/resistência à insulina tem maior prevalência em mulheres com 359 
SOP, independente do peso corporal [48, 53, 54]. 360 

Os dados aqui apresentados mostram que ratas MSG desenvolveram obesidade, 361 
traduzida por um aumento em seus Índices de Lee, acúmulo de gordura visceral e 362 
retroperitoneal e hipertrigliceridemia. Por outro lado, encontramos diminuição dos níveis de 363 
glicose no soro destas ratas obesas. Isto pode ser explicado por uma exacerbada secreção de 364 
insulina, já verificada em animais MSG [25], sem resistência à insulina estabelecida, devido à 365 
pouca idade dos nossos animais. Em consonância com nossos achados, alguns relatórios 366 
mostraram ratos MSG de 120 dias normoglicêmicos [55] e até ratos MSG de 6 meses com 367 
glicemia menor do que os controles [24]. No entanto, até a presente data, existe escassez de 368 
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dados referentes às medições de glicemia em ratas MSG. Apesar de não termos medido os 369 
níveis de insulinemia, constituindo uma limitação deste relatório, hiperinsulinemia é uma marca 370 
amplamente descrita em casos de obesidade induzida por MSG [22-25, 56, 57], que, por sua 371 
vez, nos permite propor que seja este um fator causal para o fenótipo metabólico observado em 372 
nossas ratas MSG. 373 

Outra característica metabólica importante encontrada em nossos animais MSG foi a 374 
hipertrofia dos adipócitos na gordura visceral periovariana. A área média de adipócitos de 375 
animais MSG foi duas vezes mais elevada do que a dos animais CTR, refletida por uma 376 
transição à direita na curva de distribuição de frequência. Foi descrito que a hipertrofia de 377 
adipócitos está relacionada à hiperinsulinemia [58] e hiperleptinemia [59]. Leptina afeta a 378 
fisiologia reprodutiva estimulando a secreção de hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) 379 
e hormônio luteinizante (LH) em ratos [60], além de agir diretamente no ovário ao perturbar a 380 
maturação folicular e ovulação [61]. É interessante notar que a hiperleptinemia tem sido descrita 381 
em ratos MSG tão jovens quanto 30 dias [62], atingindo um aumento de 10 vezes em 120 dias 382 
de vida em fêmeas [56]. Assim, a hipertrofia dos adipócitos e consequente aumento dos níveis 383 
de leptina podem contribuir para o desenvolvimento da SOP. Ademais, mulheres com SOP 384 
exibiram aumento de 25% no diâmetro de seus adipócitos quando comparadas com a população 385 
saudável de mesmo IMC [63], o que defende uma relação entre SOP e hipertrofia dos 386 
adipócitos. 387 

Ratas MSG também desenvolvem disfunções reprodutivas, que incluem a redução do 388 
peso ovariano [28], curto ciclo estral [29, 30], puberdade tardia [31] e redução da fertilidade 389 
[32]. Apesar destas características, há uma falta de estudos sobre a morfologia dos ovários de 390 
ratas MSG. Sasaki e Sano [33] relataram aumento de atresia folicular ovariana e ausência de 391 
corpo lúteo em animais MSG, enquanto Bojanić et al [34] encontraram muitos folículos 392 
atrésicos e degeneração cística indefinida, sem mencionar se ali havia aumento de cistos 393 
foliculares. Curiosamente, um estudo recente analisou ovários de ratas MSG com 75 dias de 394 
vida, encontrando elevação no número de folículos primários, sem exploração adicional [35]. 395 
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Portanto, a morfologia ovariana de fêmeas MSG ainda não foi analisada em profundidade de 396 
modo a relacionar suas disfunções reprodutivas com o diagnóstico de SOP. 397 

As nossas ratas MSG exibiram ciclo estral irregular, o que reforça descobertas 398 
anteriores e corrobora com a conexão entre síndrome metabólica e distúrbios reprodutivos. 399 
Ratas MSG eram oligocíclicas, ao invés de acíclicas, e tiveram duas vezes menos oócitos em 400 
suas tubas uterinas após a ovulação. A maioria dos modelos de SOP em roedores mostra 401 
fenótipo acíclico [16], que descreve perturbações mais graves do que as apresentadas em neste 402 
estudo. Tem sido apontado que essas perturbações graves não refletem a SOP humana [46]. 403 
Além disso, as ratas MSG possuíam ovários mais leves quando comparados aos CTR, explicado 404 
pela deficiência na secreção pulsátil de GH. É bem verdade que o aumento do volume ovariano 405 
ao ultrassom é considerado uma característica importante para o diagnóstico de SOP em 406 
mulheres [64], embora a maioria dos modelos em roedoras exiba peso ovariano reduzido [16]. 407 
Portanto, os oligociclos e a ovulação reduzida encontrados nas ratas MSG podem melhor se 408 
correlacionar com alterações tipicamente encontradas em adolescentes e mulheres com SOP 409 
[65]. 410 

Outras características definidoras de SOP consistem em anomalias na histologia do 411 
ovário, tal qual o aumento da contagem de folículos, cistos foliculares e atresia [2, 16, 46]. 412 
Walters et al revisitaram modelos de SOP em roedores e observaram que todos os modelos pós-413 
natais com administração de androgênios e letrozole apresentavam ovários policísticos (PCO) e 414 
atresia de folículos [16]. Modelos metabólicos da SOP, como o rato JCR:LA-cp geneticamente 415 
modificado, com receptores de leptina não funcionantes, também apresentou PCO e atresia de 416 
folículos ovarianos [46], ao passo que o rato obeso Neo Zelandês possuía atresia do folículo 417 
sem PCO [66]. Notável destacar que nossas ratas MSG tiveram um aumento robusto de cistos 418 
foliculares e folículos atrésicos, sugerindo um comprometimento no microambiente de seus 419 
ovários. Tais cistos continham fina camada de células da granulosa com camada de células da 420 
teca espessada, provavelmente refletindo sobre a produção hormonal intraovariana. 421 
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Curiosamente, folículos primários atrésicos foram visualizados somente nos ovários MSG, que 422 
denotam grave comprometimento no desenvolvimento folicular. 423 

Aumento no número de folículos primordiais se faz presente na SOP humana através de 424 
uma combinação de mecanismos, envolvendo androgênios [67], AMH [68] e outros fatores. 425 
Não obstante, poucos relatórios contaram folículos primordiais em modelos de SOP até o 426 
presente momento. Destes, a exposição crônica a dihidrotestosterona (DHT) não influenciou no 427 
número total de folículos primordiais [69], enquanto que o rato obeso Neo Zelandês tinham 428 
mais folículos primordiais apenas com 85 dias de vida, mas não em animais mais velhos [66]. 429 
As nossas ratas MSG tiveram acréscimo no número de folículos primordiais, quando 430 
comparadas às CTR. Este foi ainda caracterizado pela ocorrência de ninhos de folículos 431 
primordiais, encontrados apenas em ratas MSG. O número total de folículos também elevou-se 432 
em animais MSG, apesar de não detectarmos diferença em folículos mais maduros. 433 

Tem sido demonstrado que os androgênios sintetizados pelas células da teca nos ovários 434 
são essenciais para o desenvolvimento folicular saudável [70]. Por outro lado, ovários na SOP 435 
tem um microambiente com excesso de androgênios, o que aumenta o recrutamento e 436 
desenvolvimento folicular, em parte explicando por que os modelos SOP têm mais folículos 437 
primordiais, bem como a atresia folicular e a formação de cistos [71]. A hiperinsulinemia 438 
também contribui para a patogênese da SOP pois interfere na função ovariana. A insulina age 439 
diretamente nas células da teca, sinergicamente com LH, regulando a síntese de testosterona 440 
[72], conquanto evite o desenvolvimento folicular em mulheres [73]. Uma hipótese plausível de 441 
hipersensibilidade à insulina no ovário, com consequências sobre a produção de androgênio 442 
ovariano, tem sido proposta como a ligação entre SOP e síndrome metabólica [74]. 443 

Após diagnosticar SOP em nossas ratas MSG pela presença de oligociclos/oligovulação 444 
e ovários policísticos, o próximo passo buscou possíveis mecanismos envolvidos no seu 445 
desenvolvimento. Em primeiro lugar, foram avaliados os níveis séricos de testosterona e 446 
estradiol. Surpreendentemente, não houve diferença entre os grupos para ambos os hormônios. 447 
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Por outro lado, o hiperandrogenismo não é consensual entre os modelos de SOP em animais. 448 
Tratamento crônico com DHT [69] ou valerato de estradiol [75] não induziram 449 
hiperandrogenismo em roedoras, bem como o rato obeso Neo Zelandês [66]. Também é 450 
necessário salientar as dificuldades de dosagem de androgênios em mulheres [2, 64]. Mesmo 451 
nas mulheres há dificuldades ao avaliar os níveis de testosterona. A maioria dos laboratórios 452 
analisam o soro sem extração prévia, viés este que tentamos superar através da extração dos 453 
hormônios com éter. Apesar de não haver diferença nos níveis séricos de testosterona, 454 
esperamos que os futuros relatórios mensurem o teor de androgênio intraovariano em ratas 455 
MSG. 456 

Outra contribuição importante para o desenvolvimento da SOP é o AMH sintetizado no 457 
ovário. Trabalhos anteriores mostram que o AMH inibe o crescimento dos folículos primordiais, 458 
funcionando como um fator inibidor do crescimento durante as fases iniciais da foliculogênese 459 
[76] e aumentando a população de folículos primordiais [77]. O AMH tem sido relacionado com 460 
SOP, embora não haja consenso sobre a sua aplicação diagnóstica [2, 64]. As nossas ratas MSG 461 
exibiram coloração para AMH aumentada em folículos antrais, mesmo que isto não refletisse na 462 
coloração total de AMH quando comparado ao grupo CTR. Estes dados podem explicar, pelo 463 
menos em parte, o mecanismo pelo qual os ovários MSG tiveram igual número de folículos 464 
antrais desenvolvidos - primário, secundário e antral - apesar de ter mais folículos primordiais. 465 
Curiosamente, nem a exposição pré-natal a testosterona [78], nem a exposição pós-natal crônica 466 
a DHT [69] causaram aumento nos níveis de AMH no soro ou ovários. Ainda que os níveis 467 
séricos de AMH não foram avaliados, o aumento da produção de AMH folículos antrais poderia 468 
exercer um efeito parácrino nos folículos primordiais, impedindo o seu crescimento e 469 
promovendo atresia folicular. 470 

Em conclusão, nosso estudo fornece a primeira caracterização morfológica da SOP em 471 
ratas MSG. Além disso, consistente com informações de que a SOP em humanos possa ocorrer 472 
sem elevação dos níveis séricos de androgênios, nossos dados trazem novas perspectivas sobre a 473 
aplicação das ratas MSG em estudos com enfoque nos mecanismos de interligação entre 474 
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distúrbios metabólicos e SOP. Digno de nota, a forte coloração de AMH em folículos antrais 475 
MSG defende este caminho. Ademais, considerando que o modelo MSG é uma ferramenta 476 
acessível e de fácil aplicabilidade, este trabalho abre perspectivas para investigações 477 
fisiopatológicas e farmacológicas sobre a etiologia da SOP, podendo ser realizadas em regiões 478 
desfavorecidas, democratizando o acesso ao conhecimento e desenvolvimento científico nesse 479 
campo. 480 
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